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摘要 : Kex2 蛋白酶 是 一 种 来 源 于 酵母 的 前 体 加 工 和 蛋白 酶 。 本 研究 利用 毕 亦 酵母 (Picjia 
pastoris) 同 源 表 达 来 源 于 毕 赤 酵母 的 Kex2 蛋白 酶 (PPKex2)， 研 究 其 表达 特性 和 酶 学 性 质 ， 

同时 与 毕 赤 酵母 表达 的 酿酒 酵母 (Saccparomyces cerevisiae)Kex2 蛋白 酶 (SCKex2) 进 行 比较 。 

首先 ， 分 别 从 毕 亦 酵母 和 酿酒 酵母 基因 组 中 获得 Kex2 基因 ， 将 其 插入 到 表达 载体 pPPIC9K 
中 ， 并 转化 毕 赤 酵母 菌株 GS115。 重 组 菌株 经 甲醇 诱导 表达 后 ， 结 果 表 明 PPKex2 的 发 酵 上 
清 液 比 活 是 SCKex2 的 7 fii .Kex2 蛋白 酶 经 Q-FF 强 阴 离子 交换 柱 纯化 后 进行 酶 学 性 质 研究 。 
酶 学 性 质 研究 结果 表明 ,PPKex2 的 最 适 反 应 pH 是 8.0-9.0, 最 适 反 应 温度 是 37 C, 与 SCKex2 
性 质 相 近 。 在 稳定 性 方面 , PPKex2 在 pH 7.0 时 最 稳定 , 在 碱 性 条 件 下 的 稳定 性 高 于 SCKex2， 
在 酸性 条 件 下 的 稳定 性 低 于 SCKex2， 另 外 PPKex2 的 温度 稳定 性 略 低 于 SCKex2 。 酶 促 反 
应 动力 学 研究 表明 ，PPKex2 的 Kat 和 kea/Km 值 分 别 为 SCKex2 的 4.8 和 3.3 倍 。 本 文 首 次 报 
道 了 同 源 表达 毕 赤 酵母 Kex2 和 蛋白酶 的 表达 特性 及 酶 学 性 质 ， 为 其 今后 的 研究 及 应 用 奠定 了 
基础 。 
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Abstract: Kex2 protease is a precursor-processing protease from yeast. In this study, Kex2 
protease from Pichia pastoris (PPKex2) was homologous expressed in Pichia pastoris. Then the 
expression and enzymatic characteristics of PPKex2 were studied and further compared with the 
Kex2 protease from Saccharomyces cerevisiae (SCKex2) expressed in Pichia pastoris. Firstly, 
these Kex2 genes were cloned from the genomes of Pichia pastoris and Saccharomyces cerevisiae, 
inserted into pPIC9K expression vector, and then transformed into Pichia pastoris GS115. The 
expression of PPKex2 and SCKex2 were induced by methanol and purified with anion exchange 
chromatography (Q-FF). Finally, the enzymatic characteristics of these Kex2 protease were 
characterized. The specific enzyme activity of PPKex2 in the supernatant was seven times higher 
than that of SCKex2. Enzymatic characterization showed that PPKex2 was similar to SCKex2 and 
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had the optimal activity at pH 8.0-9.0 and 37 °C. In terms of stability, PPKex2 was most stable at 
pH 7.0. PPKex2 was more stable than SCKex2 in alkaline pH and less stable than SCKex2 in 
acidic pH. Meanwhile, the thermostability of PPKex2 is lower compared with that of SCKex2. 
The kinetic analysis showed that the kcat and kcat/Km of PPKex2 was 4.8- and 3.3-fold higher than 
that of SCKex2, respectively. Here we report for the first time the expression and enzymatic 
characteristics of PPKex2 homologous expressed in Pichia pastoris, which shows potential 
application in the future. 
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Kex2 蛋白酶 (EC.3.4.21.61D) 是 一 种 来 源 于 酵母 的 前 体 加 工 和 蛋白 酶 ， 属 于 枯草 杆菌 蛋白 酶 
家 族 , 是 钙 离 子 依赖 型 的 中 性 丝氨酸 蛋白酶 ,能够 特异 性 的 切割 碱 性 氨基 酸 残 基 对 中 的 羧基 
端 肽 键 ， 如 Lys-Arg, Arg-Arg, Pro-Arg!'3], Kex2 蛋白 酶 在 酵母 中 主要 负责 切割 外 源 分 泌 蛋 
白 前 体 中 的 信号 肽 ， 从 而 释放 出 成 熟 的 分 泌 和 蛋白 , 在 酵母 外 源 分 泌 途 径 中 起 关键 的 作用 外 习 。 

自从 1984 年 Thorner 实验 室 首次 发 现 酿酒 酵母 (Sgccharomyces cerevisiae) 来 源 的 Kex2 
和 蛋白酶 (SCKex2)m， 研 究 人 员 对 SCKex2 的 酶 学 特性 及 工业 应 用 都 进行 了 详细 研究 7I, A 
们 发 现 SCKex2 不 仅 在 酿酒 酵母 中 能 够 进行 前 体 切 制 ， 在 毕 赤 酵母 (Picjpia pastoris) 和 哺乳 动 
物 细胞 中 外 源 表 达 SCKex2 时 ， 也 能 够 识别 前 体 蛋 白 中 的 切割 位 点 ， 并 进行 加 工 产生 活性 蛋 
白 &.9。 另 外 ， 研 究 人 员 还 对 SCKex2 蛋白 酶 的 结构 性 质 及 作用 机 理 进行 了 报道 00131。 目 前 ， 
利用 毕 赤 酵母 表达 的 SCKex2 已 作为 工具 酶 商品 化 ， 如 来 自 于 Peprotech 和 上 海 雅 心 等 公司 
的 商品 酶 。 人 们 对 SCKex2 的 研究 与 应 用 已 较为 详细 ， 但 对 于 其 他 酵母 来 源 的 Kex2 蛋白酶 
报道 较 少 。 如 Bader 等 报道 了 光滑 假 丝 酵母 (Cardida glabrata RIH] Kex2 蛋白 酶 0415， pE 
后 又 研究 比较 了 4 种 酵母 来 源 的 Kex2 和 蛋白酶 底 物 特异 性 ， 包 括 毕 赤 酵 母 Kex2 和 蛋白酶 
(PPKex2)， 但 对 PPKex2 的 表达 情况 及 酶 学 性 质 并 未 进行 详细 的 阐述 。Sreenivas 等 内 通过 在 
毕 赤 酵母 中 过 量 表 达 PPKex2， 从 而 提高 切 制 外 源 和 蛋白 甘 精 胰岛 素 前 体 的 效率 。 

本 文 从 毕 赤 酵母 基因 组 中 调 取 了 Kex2 和 蛋白酶 的 基因 ,利用 毕 赤 酵母 表达 系统 对 PPKex2 
进行 了 同 源 表达 ， 并 对 其 分 离 纯化 得 到 了 电泳 纯 的 PPKex2， 研 究 其 酶 学 性 质 。 同 时 ， 利 用 
毕 赤 酵母 外 源 表 达 SCKex2， 比 较 了 两 种 Kex2 蛋白 酶 的 表达 情况 及 酶 学 性 质 ， 为 PPKex2 
的 研究 及 应 用 奠定 了 基础 。 
1. 材 料 与 方法 
1.1 质粒 与 菌株 

Pichia pastoris GS115 菌株 、Saccharomyces cerevisiae S288c 菌株 、 大 肠 杆 菌 (EScherichia 
coli)JM109 菌株 及 质粒 载体 pPIC9K 均 由 本 实验 室 保存 。 
1.2 主要 试剂 与 培养 基 

快 切 酶 SnaBI. Avril, Sall, Notl, T4 DNA Ligase 购 自 Takara，G418 抗 性 购 自 上 海 
生 工 ， 和 蛋白 酶 底 物 Boc-Gln-Arg-Arg-pNA 购 自 合肥 博美 生物 。LB 培养 基 (0.5%(w/v) 酵 母 提 
WH, 1%(w/v) E AR, 1%(w/v)NaCl), YPD ÈRE AW HEHE RY, 2%(w/v) EAR, 
2% (w/v) E G5] BE); 发 酵 培 养 基 BMGY (1% (w/v) REELED, 2%(w/v) & FA, 1.34%(w/v)YNB, 
100 mM 磷酸 钾 缓 冲 液 pH 6.0, WA (w/v)4x105%, 1%(v/v) Hi), BMMY(1%(w/v) BEEBE 
WH, 2%(w/v) az ARK, 1.34%(w/v)YNB, 100 mM BERIE pH 6.0, ^E] (w/v)4x 10596, 
1%(v/v) HH E), 

1.3 表达 菌株 的 构建 

采用 珠 磨 法 提取 毕 赤 酵母 及 酿酒 酵母 的 基因 组 , 根据 NCBI 中 获得 的 序列 设计 引物 扩 增 

Kex2 基因 ， 连 接 pMD19T 载体 并 测序 。 将 pMD19T-PPKex2 及 pPIC9K 质粒 利用 SnaB I 和 


Avr II 酶 在 37 CHAY 20 min, pMDI9T-SCKex2 及 pPICOK 质粒 利用 SnaB I 和 Not I 酶 在 
37 CoU BEU] 20 min, 16 ‘CHEE 16h, #444 JM109 感受 态 细胞 ， 挑 取 阳 性 克隆 测序 验证 。 将 
测序 正确 的 克隆 提取 质粒 用 Sal1I 酶 线性 化 ， 电 转 GS115 感受 态 细胞 ， 加 入 1mL 山梨 醇 后 
30 'C 静 置 复苏 1h， 涂 布 MD 平板 ，30 CC 培养 3d， 挑 取 阳 性 克隆 接种 YPD 试管 ， 提 取 基 因 
组 PCR 验证 阳性 克隆 。 
1.4 Kex2 蛋白 酶 菌株 的 表达 

将 阳性 克隆 在 YPD+G418 平板 上 划 线 ，30 'C 培 养 3d， 挑 取 单 菌落 接种 BMGY 培养 基 
培养 18h, ODoooi& 2-6， 离 心 收集 菌 体 ， 重 悬 于 BMMY 培养 基 中 ， 加 入 19e(v/v) FH EE VS Sr, 
24h 添加 1%(v/v) 甲 醇 ， 并 取样 测定 菌 体 浓度 及 蛋白 浓度 。 诱导 96h 后 ， 离 心 收集 上 清 进 
行 下 一 步 纯 化 。 
1.5 重组 Kex2 蛋白 酶 的 纯化 

将 发 酵 上 清 液 超 滤 更 换 缓冲 液 为 10mM NaAc-HAc(pH 5.0) 缓 冲 液 , 然后 使 用 Q-FF(3 cm 
x 30 cm) 强 阴离子 交换 柱 进行 纯化 ， 先 用 10 mM NaAc-HAc(pH 5$.0) 绥 冲 液 平衡 柱子 至 基线 ， 
之 后 用 含 0-500 mM 的 NaCl 的 缓冲 液 进行 连续 梯度 洗 脱 与 收集 。 洗 脱 后 测定 各 收集 管 中 液 
体 的 A280 和 蛋白酶 活性 。 然 后 通过 SDS-PAGE 鉴定 洗 脱 蛋白 的 纯度 。 
1.6 Kex2 蛋白 酶 酶 活 测定 方法 

Kex2 蛋白酶 活性 的 测定 方法 采用 分 光 光 度 法 ， 利 用 Boc-Gln-Arg-Arg-pNA(Boc-QRR 
-DNA) 作 为 底 物 09，Kex2 和 蛋白酶 切割 该 底 物 产生 对 硝 基 苯胺 。 底 物 溶 液 为 100 mol/L 
Boc-QRR-pNA, 50 mM 的 Tris-HCl, pH 8.0, 2mMCa2*. £25 CC 的 条 件 下 ， 取 200 uL Ji 
物 溶液 加 入 96 扎 酶 标 板 ， 将 Kex2 和 蛋白酶 稀释 到 100 ng/mL， 每 孔 加 入 20uL, Æ 25 CAE 
TF, 每 间隔 20s 记录 吸光 值 A405, 连续 记录 3 min. 酶 活力 单位 (UD) 的 定义 为 :在 25 'C、pH 8.0 
的 条 件 下 ， 每 分 钟 催化 1 umol 的 Boc-QRR-pNA 转化 为 产物 所 需要 的 酶 量 。 酶 活力 公式 为 
U(umol/L) =^A/minxF, F= TV/(e*L*SV)x10°, TV 为 反应 的 总 体积 (0.220mL)，SV 为 样本 
体积 (0.020mL)，L 为 酶 标 板 (0.220mL) 体 系 的 光 径 ，s 为 反应 体系 被 检测 物质 的 摩尔 消光 系 
数 为 7840.58 [LIL/mol'cm)]。 以 加 入 底 物 溶液 但 不 加 酶 的 体系 作为 空白 对 照 。 
1.7 Kex2 蛋白 酶 酶 学 性 质 研 究 
1.7.1 最 适 pH 和 最 适 温 度 的 测定 

经 纯化 的 Kex2 EARN, 分 别 以 50mM 的 NaAc-HAc(pH 3.0-6.0), Tris-HCI(pH 7.0-8.0), 
Gly-NaOH(pH 9.0-11.0) 绥 冲 液 配置 的 Boc-QRR-pNA 溶液 作为 底 物 ， 在 25 'C 下 进行 酶 促 反 
应 ， 以 酶 活性 最 高 者 为 100%， 作 pH- 相 对 酶 活性 曲线 。 最 适 反 应 温度 使 用 两 种 方法 测定 ， 
方法 一 是 在 50 mM(pH 9.0) 的 Gly-NaOH 绥 冲 液 的 条 件 下 ， 在 不 同 温度 (10-90 'C) 条 件 下 测定 
蛋白 酶 活性 ， 以 不 加 酶 底 物 为 对 照 。 方 法 二 是 在 50 mM(pH 9.0) 的 Gly-NaOH 缓冲 液 的 条 件 
下 ,在 不 同 温度 下 (25-45 'C) 反 应 3h, 沸水 浴 10min 终止 反应 ， 然 后 用 分 光 光 度 法 测定 产物 


As 


1.7.2 pH 稳定 性 和 温度 稳定 性 的 测定 

pH 稳定 性 的 测定 是 分 别 用 20 mM 的 NaAc-HAc(pH 3.0-6.0), Tris-HCI(pH 7.0-8.0), 
Gly-NaOHCpH9.0-10.0) 绥 冲 液 将 纯化 的 酶 液 于 25 C 处 理 1h， 然 后 在 最 适 pH 和 最 适 温度 下 
测定 剩余 的 酶 活性 ， 以 酶 活性 最 高 者 为 100%， 作 pH- 相 对 酶 活性 曲线 。 温 度 稳定 性 测定 是 
将 酶 液 在 不 同 的 温度 下 (25 CC、35C、45C、55YC) 分 别处 理 1、2、4、8、12h 后 ， 在 最 适 
pH 和 最 适 温度 下 测定 剩余 的 酶 活性 ， 以 未 处 理 酶 液 的 酶 活性 为 100%， 作 温度 -相对 酶 活性 
曲线 。 
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1.7.3 动力 学 参数 的 测定 

以 不 同 浓度 (5x106-2x104molD) 的 Boc-QRR-pNA 作为 底 物 ， 在 最 适 条 件 下 测定 酶 活 ， 
使 用 GraphPad Prism 7.0 软件 拟 合 曲线 ， 计 算 Km 和 keat fE o 
2. 结 果 与 分 析 
2.1 PPKex2 和 SCKex2 的 序列 分 析 

使 用 DNAMAN 和 3.0 软件 对 PPKex2 和 SCKex2 的 氨基 酸 序 列 进行 对 比分 析 ， 
并 预测 了 PPKex2 的 二 级 结构 (图 1)， 发 现 两 种 Kex2 和 蛋白酶 氨基 酸 序列 一 致 性 为 43.43%。 
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图 1 PPKex2 和 SCKex2 氨基 酸 序列 对 比 图 


Fig. 1 Alignment of amino acid sequences for the PPKex2 and SCKex2. 


Identical amino acid residues were highlighted in dark blue , the predicted secondary structure of 
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PPKex2 above the sequence. 


2.2 重组 菌株 的 构建 与 表达 


PPKex2 和 SCKex2 的 表达 质粒 分 别 为 pPICOK-PPKex2 和 pPIC9K-SCKex2( 图 2), 在 构 
建 过 程 中 利用 pPICOK 中 的 o- 信 号 肽 取代 Kex2 的 自身 信号 肽 ，Kex2 基因 置 于 AOXI 启动 子 
下 游 ， 用 于 甲醇 诱导 表达 。 在 甲醇 诱导 阶段 ， 每 24h 取样 检测 菌 体 浓度 和 和 蛋白 浓度 ， 并 进 
^T SDS-PAGE 分 析 。 如 图 3 所 示 ， 随 着 诱导 时 间 的 增加 ， 发 酵 上 清 中 的 Kex2 和 蛋白酶 浓度 逐 
渐 增 加 。 在 甲醇 诱导 96h 后 ，PPKex2 的 发 酵 上 清 液 中 蛋白 浓度 达到 0.42 mg/mL, E6835 
70 U/g; SCKex2 的 发 酵 上 清 液 中 蛋白 浓度 达到 0.85mg/mL， 比 活 达 到 10U/g。 


图 2 pPIC9K-PPKex2 和 pPIC9K-SCKex2 的 质粒 图 


Fig.2 Plasmid map of pPICOK-PPKex2 and pPIC9K-SCKex2. 
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图 3 PPKex2 和 SCKex2 菌株 发 酵 液 上 清 的 SDS-PAGE 图 


Fig.3 SDS-PAGE of the supernatant of PPKex2 and SCKex2 at different induction time. 


2.3 Kex2 蛋白 酶 的 纯化 

取 诱 导 96h 的 发 酵 液 ， 经 离心 、 超 滤 和 离子 交换 层 析 后 ，PPKex2 在 250-400 mM NaCl 
下 出 现 最 高 洗 脱 峰 ， 收 集 260-300 mM NaCl 下 的 洗 脱 峰 ; SCKex2 在 350-500 mM NaCl 下 出 
现 最 高 洗 脱 峰 ， 收 集 380-450 mM NaCl 下 的 洗 脱 峰 。 得 到 电泳 纯 的 PPKex2 和 SCKex2, 
SDS-PAGE 均 显 示 单 一 的 条 带 ( 图 4)， 两 者 表 观 分 子 量 都 约 为 88 kDa， 与 理论 分 子 量 一 致 。 
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图 4 : 纯化 的 PPKex2 和 SCKex2 的 SDS-PAGE 图 


Fig.4 SDS-PAGE analysis of the purified PPKex2 and SCKex2 


2.4 Kex2 蛋白 酶 的 酶 学 性 质 
2.4.1 最 适 反应 pH 和 最 适 反应 温度 

最 适 反 应 pH 测定 结果 如 图 5(a) 所 示 , 两 种 Kex2 的 pH 曲线 相 类 似 , PPKex2 和 SCKex2 
的 最 适 反 应 pH 分 别 为 pH 8.0-9.0 和 pH 9.0; 在 pH5.0 UF, 和 蛋白酶 基本 丧失 活性 , 在 pH 7.0 
一 10.0 之 间 有 较 高 活性 。 其 中 在 pH6.0-7.5 之 间 , SCKex2 的 活性 高 于 PPKex2; 在 pH7.5-9.0 
之 间 ，PPKex2 的 活性 高 于 SCKex2, pH9.0 以 上 两 者 活性 相似 。 

最 适 反应 温度 采用 两 种 测定 方法 。 我 们 首先 采用 了 方法 一 (材料 与 方法 1.7.1) 在 不 同 温度 
下 测定 初始 反应 速率 (图 Sb))， 结 果 表 明 随 着 反应 温度 的 升 高 ， 反 应 速率 增 大 ， 呈 线性 相关 ， 
在 设 定 的 反应 条 件 下 ， 在 90 C 时 初始 反应 速率 最 高 。 仅 加 入 底 物 的 空白 对 照 表 明 ， 随 温度 
的 升 高 吸光 值 不 变 , 表 明 底 物 较为 稳定 。 方 法 一 中 测定 酶 促 初 始 反应 速度 ,反应 时 间 为 3 min, 
虽然 温度 越 高 反应 速率 越 快 ， 但 是 考虑 到 实际 应 用 过 程 中 蛋白 酶 加 工时 间 需 要 1-3h， 在 高 
温 下 反应 酶 易于 失 活 ， 因 此 本 文 又 采用 了 方法 二 (材料 与 方法 1.7.1) 在 不 同 温度 下 酶 促 反 应 3 
h 后 测定 产物 的 产 率 ， 从 而 获得 应 用 过 程 中 的 最 适 作 用 温度 ， 从 图 5(c) 中 可 以 看 出 PPKex2 
的 最 适 作 用 温度 为 37'C; 而 SCKex2 最 适 作 用 温度 为 40 'C, mH. PPKex2 的 作用 温度 较 宽 。 
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5 PPKex2 和 SCKex2 的 最 适 反应 pH(a) 和 最 适 反 应 温度 (b) (c) 


Fig.5 The optimal pH and temperature of PPKex2 and SCKex2. 


(a):The optimal pH of PPKex2 and SCKex2. (b): The initial reaction rate of PPKex2 and SCKex2 at 


different temperature with method 1. (c): The optimal temperature of PPKex2 and SCKex2 with method 2. 
2.4.2 pH 稳定 性 和 温度 稳定 性 


pH 稳定 性 测定 结果 如 图 6(a) 所 示 , 经 pH3.0 和 pH10.0 处 理 后 ， 两 种 Kex2 蛋白 酶 基本 
没有 活性 ,PPKex2 在 pH 5.0-8.0 之 间 较 为 稳定 ,在 pH7.0 时 最 稳定 .而 SCKex2 在 pH4.0-6.0 


之 间 较 为 稳定 ， 在 pH 6.0 时 最 稳定 性 。 在 低 于 pH 6.0 时 ，SCKex2 的 稳定 性 高 于 PPKex2, 


而 高 于 pH6.0 时 ，PPKex2 的 稳定 性 高 于 SCKex2 。 


前 


度 稳定 性 研究 结果 如 图 6(b)-(c) 所 示 ， 两 种 蛋白酶 的 酶 活 降低 速率 都 随 着 温度 的 升 高 


而 加 快 。PPKex2 在 25 它 保温 时 ，2h 前 相对 酶 活力 保持 在 88%， 但 保温 12 h 后 残余 活力 为 
45%, 在 55 CIR 1h Ja, PPKex2 的 活性 就 完全 丧失 。 而 SCKex2 在 25 ‘CAE FAM ABZ, 
保温 12h 后 ， 相 对 酶 活力 保持 在 75%, 55°C FIR 4h 后 ，SCKex2 的 活性 就 完全 丧失 。 在 
相同 温度 下 ，PPKex2 的 温度 稳定 性 低 于 SCKex2. 
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6 PPKex2 和 SCKex2 的 pH 稳定 性 (a) 和 温度 稳定 性 (b) (c) 


Fig.6 The pH- stability and thermostability of PPKex2 and SCKex2. 
(a): The pH-stability of PPKex2 and SCKex2. (b):The thermostability of PPKex2. (c):The thermostability of 
SCKex2. 
2.4.3 动力 学 参数 的 测定 
动力 学 参数 的 测定 结果 如 表 1 所 示 ，PPKex2 的 Km 值 大 于 SCKex2, eat 值 和 kea/Km (EL 
分 别 为 SCKex2 的 4.8 和 3.3 fii. 


表 1 PPKex2 和 SCKex2 动力 学 参数 


Table 1 The Kinetic constant of PPKex2 and SCKex2. 


Strain Ky (mmol/L) ks) Kea! Km (Lmmor'! s!) 
PPKex2 0.02758 1.16 42.06 
SCKex2 0.01856 0.24 12.93 


3. 讨 论 

Kex2 和 蛋白酶 在 酵母 的 蛋白 分 泌 途 径 中 起 到 关键 作用 ， 在 哺乳 动物 细胞 的 研究 中 也 应 用 
广泛 ， 目 前 SCKex2 已 实现 商品 化 。 对 Kex2 蛋白 酶 的 表达 ， 毕 赤 酵 母 表达 体系 应 用 较为 广 
泛 ， 但 目前 仅 有 Sreenivas ^78 Bader? PPKex2 进行 了 研究 ， 有 关 PPKex2 的 外 源 活 性 表 
达 与 酶 学 性 质 的 研究 还 鲜 有 报道 。 
我 们 通过 比较 PPKex2 与 SCKex2 的 氨基 酸 序列 及 二 级 结构 ， 发 现 两 者 均 由 信和 号 肽 、 前 
肽 、 催 化 结构 域 、P 结构 域 、Thr/Ser 富 集 区 以 及 跨 膜 区 组 成 ， 但 序列 一 致 性 仅 为 43.43%， 
预测 两 者 酶 学 特性 可 能 会 存在 较 大 差异 。 本 研究 从 毕 亦 酵母 基因 组 中 扩 增 出 Kex2 蛋白酶 基 
因 ， 利 用 毕 赤 酵母 表达 系统 对 PPKex2 进行 了 同 源 表达 ， 对 其 分 离 纯 化 得 到 了 电泳 纯 的 
PPKex2 。 并 与 目前 研究 最 为 广泛 的 SCKex2 进行 了 比较 。 在 摇 瓶 水 平 ，PPKex2 的 发 酵 上 清 
液 中 的 比 活 比 SCKex2 高 7 倍 。 纯 化 后 ， 比 较 两 种 蛋白 酶 的 酶 学 性 质 ， 表 明 PPKex2 的 催化 
活性 显著 高 于 SCKex2 ， 动 力学 参数 ka 比 SCKex2 高 4.8 倍 。PPKex2 的 最 适 反 应 pH 为 
8.0-9.0， 最 适 反应 温度 为 37"C， 在 pH7.0 时 稳定 性 最 高 。SCex2 的 最 适 反 应 pH 为 9.0， 最 
适 反 应 温度 为 40'C，, 在 pH6.0 时 稳定 性 最 高 , 与 已 有 报道 基本 一 致 029]。 总 体 比 较 , PPKex2 
在 碱 性 条 件 下 稳定 性 高 于 SCKex2 ,在 酸性 条 件 下 稳定 性 低 于 SCKex2; 而 温度 稳定 性 PPKex2 
低 于 SCKex2， 高 温 下 更 易 失 活 。 

本 研究 表明 PPKex2 催化 活性 高 ， 具 有 重要 的 潜在 应 用 价值 ， 通 过 基因 工程 技术 实现 


PPKex2 的 同 源 高 效 表 达 是 降低 其 应 用 成 本 的 有 效 手 段 。 目 前 对 提高 毕 杰 酵母 外 源 表达 量 的 
方法 ， 报 道 较 多 的 是 启动 子 改造 n]， 高 找 贝 菌株 得 选 0 及 发 酵 优化 0 等 。 本 研究 后 期 将 进 
一 步 提 高 PPKex2 的 表达 水 平 ， 从 而 为 PPKex2 蛋白 酶 的 商品 化 应 用 奠定 基础 。 
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